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摘要 干旱 是 最 重要 的 环境 胁迫 , 香 攻 MaASRI 基因 在 植物 响应 逆境 胁迫 时 发 挥 着 重要 作用 ， 
为 了 深入 研究 MaASR1 基因 的 过 表达 使 拟 南 芥 抗 旱 的 分 子 机 制 ,利用 全 基因 组 表达 芯片 来 广 
谱 的 筛选 MaASRI 基因 转 入 后 自然 条 件 下 及 干旱 处 理 条 件 下 差异 基因 的 表达 情况 。 对 基因 芯 
片 的 结果 进行 了 详细 的 生物 信息 学 分 析 及 相关 基因 的 RT-PCR 验证 , 结果 表明 MaASRI 基因 
异 源 表 达 的 拟 南 芥 株 系 在 自然 生长 条 件 下 共有 747 个 差异 基因 ，, 其 中 上 调 基 因 559 个 , FH 
基因 188 个 ; 在 干旱 胁迫 条 件 下 共 得 到 653 个 差异 基因 ， 其 中 上 调 基因 256 个 ， 下 调 基因 
397 ^; MaASRI 基因 的 转 入 可 以 通过 影响 激素 ， 光 合作 用 ， 锌 指 蛋 和 白 及 不 依赖 ABA 途径 
的 DREB24 等 相关 基因 的 表达 来 提高 拟 南 芥 的 抗旱 性 。 为 解析 Ma4SR1 基因 作为 转录 因子 
提高 植物 抗旱 能 力 的 分 子 机 制 黄 定 基础 。 
关键 词 MaASRI 基因 基因 芯片 生物 信息 学 干 早 胁迫 实时 荧光 定量 PCR 


由 于 各 种 生物 和 非 生物 胁迫 的 影响 造成 粮食 产量 下 降 , 因此 需要 最 大 限度 地 
减少 这 些 损 失 ， 根 据 气 候 变化 ， 确 保 粮 食 安全 。 环 境 的 非 生物 胁迫 ， 如 干旱 ， 极 
端 温 度 ， 寒 冷 ， 重 金属 ， 或 高 盐 ， 严 重 损害 植物 生长 和 生产 力 。 干 旱 是 最 重要 的 
环境 胁迫 ， 超 过 任何 其 他 环境 因素 ,严重 损害 植物 的 生长 和 发 育 ， 限 制 植物 生产 
和 作物 的 性 能 品 
基因 芯片 是 属于 生物 芯片 的 一 种 ， 又 可 以 叫做 DNA 芯片 、 DNA 微 阵列 
see ee 
里 就 是 杂交 测序 的 方法 所 。 基 因 芯 片 技术 是 沟通 基因 序列 信息 与 功能 基因 组 间 的 
纽带 ， 目 前 ， 在 植物 研究 中 ， 基 因 芯 片 技术 主要 广泛 应 用 于 基因 检测 ;基因 表达 
水 平 检测 ; 基因 突变 及 多 态 性 分 析 ; 功能 基因 组 研究 等 。 近 年 来 基因 组 芯片 技术 
开始 应 用 于 对 干旱 胁迫 诱导 下 基因 的 变化 及 表达 模式 的 研究 B19。 在 植物 中 对 非 
生物 胁迫 的 研究 , 是 研究 植物 如 何 感知 外 界 胁 迫 和 适应 非 生物 胁迫 条 件 , 然后 利 
用 这 些 知 识 来 提高 植物 和 作物 对 非 生 物 胁迫 的 耐 受 性 。 高通 量 的 筛选 技术 ,芯片 
分 析 在 模式 植物 和 重要 农业 作物 品种 中 已 被 用 于 高 效 剖 析 非 生物 胁迫 包括 干旱 
Pps ASE ROO), 基因 芯 片 技术 推动 了 在 非 生物 胁迫 过 程 中 对 基因 调控 网 络 的 
研究 , 全 基因 组 测序 和 染色 质 免疫 沉淀 技术 推动 了 在 胁迫 条 件 下 对 基因 表达 的 表 


观 遗 传 控制 的 研究 47。 
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TAL LA ABR SEY CDNA 文库 中 获得 的 一 个 4SR 基因 CMaASRI, XE 73g 
AY628102)， 本 实验 室 前 期 的 研究 表明 香 态 植株 在 干旱 胁迫 条 件 下 ，Ma4SRI 基 
因 在 根部 和 叶片 中 的 表达 量 大 幅 上 升 , 说 明 MaASRI 基因 主要 参与 植物 在 面临 干 
旱 胁 迫 时 的 应 答 反 应 08。 为 了 深入 研究 MaASRI 基因 在 香蕉 干旱 胁迫 中 发 挥 作 
用 的 抗 性 机 制 , 将 MaASRI 基因 转 入 模式 植物 拟 南 芥 中 , 获得 了 转基因 纯 合 株 系 
L1408。L14 在 干旱 胁迫 条 件 下 的 存活 率 优 于 野生 型 拟 南 芥 植株 n8。 转 基因 株 系 
P, MaASRI 基因 的 表达 量 越 大 ， 则 该 株 系 表现 出 来 的 抗旱 能 力 则 越 强 08 均 。 这 
些 证 据 都 能 说 明 MaASRI 基因 的 转 入 能 够 提高 拟 南 芥 的 抗旱 性 081。 为 了 深入 研 
F MaASRI 基因 的 过 表达 使 拟 南 芥 抗 旱 的 分 子 机 制 ， 运 用 芯片 技术 (DNA 
microarray) HE WEIT] iz Ma4SR7 基因 转 入 后 自然 条 件 下 及 干旱 处 理 条 件 下 差异 
基因 的 表达 情况 ， 以 期 能 进一步 的 解析 MaASRI 基因 发 挥 作用 的 调控 机 理 。 
1 材料 与 方法 
1.1 材料 

野生 型 拟 南 芥 (Arabidopsis thaliana. Columbia ecotype? 购 自 Arabidopsis 


Biological Resource Center (Ohio university, Ohio State, USA). $ MaASRI 基因 拟 
PASS L14 株 系 由 本 实验 室 前 期 转化 所 得 [31。 
1.2 方法 
1.2.1 对 野生 型 和 MaASRI 转基因 籽 苗 的 干旱 处 理 
将 野生 型 拟 南 芥 和 MaASRI 转基因 株 系 L14 的 种 子 播种 于 MS 固体 培养 基 
中 ， 然 后 在 4C 条 件 下 黑暗 处 理 3 d 进行 春 化 处 理 ， 之 后 将 其 转移 到 人 工 气 候 培 
养 箱 中 培养 。 培 养 温 度 条 件 为 21-23C， 每 日 光照 时 间 为 8h， 黑 暗 时间 为 16h 
《 即 短 日 照 状态 )。 光 照 强 度 为 2000 Ix， 培 养 箱 相 对 湿度 为 70%。 在 籽 苗 生长 
15 d 后 ， 选 择 生 长 出 2-4 片 叶 片 的 籽 苗 ,将 根部 的 培养 基 洗 净 。 将 各 株 系 籽 苗 表 
面 的 水 珠 擦 干 , 分 别 放 在 3 张 干燥 的 滤纸 上 , 这 样 可 以 让 滤纸 自然 吸收 籽 苗 的 水 
oy, 取 两 个 培养 自立 在 滤纸 上 方 ， 防 止 北 发 带 来 的 水 分 流失 ,然后 把 滤纸 放置 在 
人 工 气候 培养 箱 中 培养 。 培 养 条 件 与 上 面 的 相同 ， 进 行 模拟 干旱 条 件 处 理 。 分 别 
在 处 理 0h、2h 和 6h 时 各 取 0.2 g 材料 ， 迅 速 的 放置 于 液 氮 中 冷冻 ， 在 -70C 存 
JUST, 


1.2.2 野生 型 和 MaASRI 5 3& FL SUL B Ze Wk A IR 06 x. PCR 


取 1.2.1 中 干旱 处 理 各 阶段 的 野生 型 和 转 MaASRI 基因 拟 南 芥 植 株 ， 用 以 提 
取 RNA。 各 株 系 拟 南 芥 材 料 总 RNA 的 提取 采用 QIAGEN plant RNA Kit, BA% 
方法 参照 该 试剂 盒 说 明 书 。 然 后 用 Fermentas 的 RevertAid™ First Strand cDNA 
Synthesis Kit 试剂 盒 以 上 面 提 取 的 RNA 为 模板 合成 cDNA 的 第 1 条 链 。DREB24 
荧光 定量 PCR 的 引物 序列 为 F: 5-ATAACGAGACCGTAGAAGA-, R: 


5-GCCAAAGGACCATACATAG-3。 以 拟 南 芥 看 家 基因 Atactin HAER 
AK318637) AWB, Rte He PCR 的 引物 序列 为 F: 
5-CCAACAGAGAGAAGATGA-3; R: 5-ATGTCTCTTACAATTTCCCG-3。 
12.3 表达 谱 芯片 的 制作 和 分 析 

提取 转 MaASRI 基因 的 工 14 与 野生 型 拟 南 芥 植株 的 RNA， 通 过 博 奥 生物 有 
限 公司 制作 Ma4SR7 转基因 拟 南 芥 LI14 与 野生 型 在 未 作 任 何 处 理 的 表达 谱 芯片 ， 
命名 为 14 vs WT， 其 中 14 代表 转基因 株 系 L14，WT 代表 野生 型 拟 南 芥 ， 和 王 
旱 处 理 2h 的 MaASRI 转基因 拟 南 芥 L14 与 野生 型 表达 谱 芯 片 ， 命 名 为 Yvs W, 
其 中 YY 代表 转基因 株 系 L14，W 代表 野生 型 拟 南 芥 。 每 个 芯片 重复 3 次 ， 以 减 
少 不 同 株 系 之 间 的 差异 所 造成 的 误差 。 并 对 两 种 株 系 得 到 的 芯片 结果 进行 初步 的 
基因 筛选 和 分 析 。 

实验 中 所 采用 的 基因 芯片 为 29k Arabidopsis Genome Array， 共 有 29110 条 
70 mer 长 度 的 Oligo DNA, X Á F Operon 公司 的 The Arabidopsis thaliana 
Genome Oligo Set Version 3.0， 共 代表 了 约 26173 个 基因 ，28964 个 转录 本 。 然 后 
把 此 Oligo 库 用 SmartArrayTM (CapitalBio Corp., Beijing, China) 点 制 在 一 张 
75x25 mm、 经 过 化 学 修饰 的 载 玻 片 上 。 点 制 在 芯片 上 的 样品 还 包括 拟 南 芥 的 11 
个 看 家 基因 作为 阳性 对 照 ，Hex 作为 点 样 阳性 对 照 ， 点 样 溶液 50% DMSO 作为 
阴性 对 照 ， 以 及 酵母 的 8 个 基因 间 序 列 作为 外 标 。 整 个 点 阵 分 成 48 MERE, 
个 亚 阵 有 25 列 ，26 行 ， 点 间距 为 165 um， 点 的 直径 约 为 100 um. 
2 结果 与 分 析 


2.1 表达 谱 芯 片 RNA 质量 检测 
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图 1 拟 南 芥 株 系 RNA 完整 性 检测 


A: 拟 南 芥 野 生 型 和 转基因 株 系 未 处 理 时 的 RNA 完整 性 检测 B: 拟 南 芥 野 生 型 和 转基因 株 系 经 干旱 处 理 后 的 RNA 完整 性 检测 
A: The RNA integrity testing of untreated Arabidopsis wild-type and transgenic lines; B: The RNA integrity testing of drought 
treated Arabidopsis wild-type and transgenic lines 

对 未 经 任何 处 理 的 野生 型 和 转基因 (Wea4SR7 拟 南 芥 幼苗 ， 用 Trizol 方法 提 
取 RNA，RNA 完整 性 如 图 1 所 示 ， 对 经 过 2 h 干旱 处 理 的 野生 型 和 转基因 
(MaASR1) 拟 南 芥 幼 苗 ， 用 Trizol 方法 提取 RNA, RNA 完整 性 如 图 1 所 示 。 

RNA 完整 性 : RNA 样品 电泳 条 带 清晰 ，26S: 18S rRNA 条 带 亮度 接近 1:1。 
符合 表达 谱 芯 片 实验 要 求 。 
2.2 表达 谱 芯 片 RNA 浓度 和 总 量 的 检测 

表 工 拟 南 芥 野 生 型 和 转基因 株 系 未 处 理 时 RNA 浓度 和 总 量 的 检测 


Table 1 The RNA concentration and quantity of untreated Arabidopsis wild-type and transgenic lines 


序号 样品 编号 A260/280 A260/230 浓度 (hg/nD) 总 量 (hg) 
1 WT-1 2.04 1.37 0.924 92.5 
2 WT-2 2.03 1.52 1.116 111.6 
3 WT-3 2.01 1.44 0.656 65.6 
4 14-1 2.02 1.49 0.574 57.4 
5 14-2 2.03 1.41 0.562 56.2 
6 14-3 1.98 1.22 0.453 45.3 


表 2 拟 南 芥 野生 型 和 转基因 株 系 干 旱 处 理 后 RNA 浓度 和 总 量 的 检测 


Table 2 The RNA concentration and quantity of drought treated Arabidopsis wild-type and transgenic lines 


序号 样品 编号 A260/280 A260/230 YREE (ug/L) 总 量 (hg) 
1 WTI 2.01 1.04 1.302 84.62 
2 WT2 2.03 1.48 1.051 73.59 
3 WT3 2.02 1.59 1.491 96.90 
4 Y1 2.03 1.38 0.995 64.70 
5 Y2 2.00 1.42 0.911 59.2] 


6 Y3 2.01 1.36 1.044 67.86 


X] AR ZEE TRI Ach Bg HEP AE FY RU £z 38 DX] Ma ASR 1D)10. R3 7F SN, 用 Trizol 方法 提取 
RNA, RNA 纯度 和 总 量 如 表 1 和 表 2 所 示 。 对 经 过 2h 干旱 处 理 的 野生 型 和 转 
基因 (Wea4SR7) 拟 南 芥 幼苗 ， 用 Trizol 方法 提取 RNA, RNA 纯度 和 总 量 如 表 10 


所 示 。 RNA 纯度 : RNA 样品 A260/280> 1.80. RNA 总 量 : RNA 样品 总 量 >>8 ug. 


符合 表达 谱 蕊 片 实验 要 求 。 
2.3 表达 谱 心 片 差异 基因 聚 类 分 析 


i352: 4 0 4 2 3 


14 3 vs WT 3 
Y2, vs, W2 
Y3, vs W3 
Y1, vs Wi 


图 2 表达 谱 芯 片 差异 基因 来 类 图 
Fig. 2 The cluster data of differential gene expression profile 

如 图 2 所 示 为 6 张 表 达 谱 芯片 差异 基因 聚 类 图 ， 从 左 到 右 依次 为 
14 2 vs WT 2, 14 1 vs WT 1, 14 3 vs WT 3, Y2 vs W2, Y3 vs W3, 
Yl vs Wl. B 3 张 芯 卢 为 自然 条 件 下 野生 型 拟 南 芥 与 转基因 (MaASR1T) 拟 南 芥 
14 号 株 系 的 基因 表达 谱 的 变化 图 , 后 3 张 芯片 为 经 2h 干旱 胁迫 处 理 的 野生 型 拟 
南 芥 与 转基因 (MaASR1) 拟 南 芥 14 号 株 系 的 基因 表达 谱 的 变化 图 。 

从 图 2 中 可 以 看 出 不 同 生物 学 重复 间 基 因 表 达 差 异 不 大 ， 芯 片 的 重复 情况 良 
好 。 未 经 任何 处 理 的 野生 型 拟 南 芥 与 转基因 拟 南 芥 基因 表达 变化 与 经 过 干旱 处 理 
的 差异 十 分 明显 。 红 色 代 表 表 达 上 调 大 于 2 倍 的 基因 ， 筛 选 标准 为 : Ratio> 2; 绿 
色 代 表 表 达 下 调 大 于 2 倍 的 基因 筛选 标准 为 ， Ratio< 0.5。14 vs WT 一 共 得 到 747 
个 差异 基因 ， 其 中 上 调 基 因 559 个 ， 下 调 基 因 188 个 ; Y vs W 一 共 得 到 653 个 差异 


基因 ， 其 中 上 调 基 因 2$6 个 ， 下 调 基 因 397 个 。 
2.4 表达 谱 芯片 样品 比较 散 点 分 析 


Log-Log Scatter Plot Log-Log Scatter Plot 
10000 E 10000 E 
1000 上 1000 上 
i10 E S 100 上 
10 E wok es 
1 上 i L 
L AI | Liu Jj LU A LLLI L Liu LLLI LO LO EL LIU 
Wi ” = w2 ^ = 
Log-Log Scatter Plot Log-Log Scatter Plot 
10000 C 
1000 E 
© 100 E 
10 E 
aii 
4 LI eT ^l Jaru 4 LLLUUL 


"BA 
Log-Log Scatter Plot Log-Log Scatter Plot 
10000 i 10000 L 
1000 E * 1000 E 
ial E “ago E 
"om E ` 10 L 


L LAI popu LLL UL LU 


一 2 2 2 2 - 2 2 2 2 
- s s S - S Ss E 
- S E - s s 
- 3 - 2 
WT 2 a WT 3 


图 3 芯片 样品 比较 分 析 散 点 图 


Fig. 3 The Scatter Plot of gene expression profile 


如 图 3 所 示 , 表示 在 同一 张 芯片 中 两 个 样品 的 比较 分 析 散 点 图 ; 可 以 比较 直 
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观 地 看 出 在 野生 型 和 MaASRI 转基因 型 之 间 基 因 表 达 的 差异 情况 。 其 中 X 轴 和 
Y 轴 分 别 以 野生 型 和 转基因 型 的 奖 光 信号 强度 值 为 坐标 , 图 中 每 一 个 数据 点 代表 
所 制作 蕊 片上 的 一 个 基因 点 的 杂交 信号 ， 红 色 标 记 表 示 Ratio 值 >2 的 基因 情况 ， 
绿色 标记 的 数据 点 表示 Ratio 值 <0.5 的 基因 ， 代 表 在 选择 的 Ratio 值 范 围 内 属于 
表达 有 显著 差异 的 基因 ， 黑 色 标 记 表 示 Ratio 值 在 0.5 和 2 之 间 ， 代 表 表 达 基 因 
基本 没有 显著 差异 。 
2.5 表达 谱 芯片 的 生物 信息 学 分 析 
2.5.1 Network 分 析 

AraNet 数据 库 采 用 修正 的 贝 叶 斯 法 预测 拟 南 芥 基因 间 的 相互 作用 。 数 据 库 
中 总 共 收 录 了 19，674 个 基因 ， 涉 及 1,062,222 个 基因 间 的 互 作 关 系 ， 将 差异 基 
因 使 用 AraNet 数据 库 映射 ， 得 到 网 络 图 结果 ， 其 中 表达 谱 芯片 14 vs WT 差异 基 
因 集 网 络 图 如 图 4 所 示 ， 表 达 谱 芯片 Y vs W 差异 基因 集 网 络 图 如 图 6 所 示 。 由 
产 异 基因 网 络 图 中 可 以 看 出 , 图 中 红色 节点 代表 上 调 基 因 , 黄色 节点 代表 下 调 基 
YvsW 与 14vs WT 相 比 ， 上 调 基因 明显 减少 ， 下 调 基因 明显 增多 。 


一 一 CX 
—— pc 


— GN 
PG 


图 4 14 vs WT 差异 基因 集 网 络 图 


Fig. 4 The Network Diagram of differential gene in 14 vs WT 


注 : 图 中 红色 节点 代表 上 调 基 因 ， 黄 色 节 点 代表 下 调 基因 
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CX = mRNA co-expression between Arabidopsis genes; DC = Domain co-occurrence between Arabidopsis proteins; GN = Gene 


neighborhoods between Arabidopsis orthologs in bacterial genomes; LC = Literature-curated Arabidopsis protein interactions; PG — 


Phylogenetic profile similarity between Arabidopsis homologs 


25 4 
AT2G30020 
20 + 
AT4G29780 
15 4 AT4G11890 
AT5G59550 E TA 080 AT5G10760 
" AT5G51190 AT3G0464 NA 
5 
M hh RUNE TT UN 


图 5 14 vs WT 网 络 连接 度 分 析 结 果 


Fig. 5 The result analysis of network connectivity in 14 vs WT 


由 图 5 中 可 以 看 出 , 其 中 AT2G30020, AT4G29780, AT4G11890 网 络 连接 度 较 
高 。 在 14 vs WT 心 片 中 ， 把 连接 度 最 高 的 基因 整理 汇总 见 表 3: 


表 3 基因 注释 


Table 3 Gene annotation 


基因 登录 号 基因 生物 学 功能 
At4g29780 similar to unknown protein [Arabidopsis thaliana] 

At5g51190 AP2 domain-containing transcription factor, putative 
At3g04640 glycine-rich protein 

At5g59550 zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein 

Atl g32920 similar to unknown protein [Arabidopsis thaliana] 

At1g66090 "disease resistance protein (TIR-NBS class), putative" 
At2g30020 "protein phosphatase 2C, putative / PP2C, putative" 

At4g11890 protein kinase family protein 

At5g10760 aspartyl protease family protein 


At3g46620 


zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein 
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图 6Y vs WT 差异 基因 集 网 络 图 


Fig. 6 The Network Diagram of differential gene in Y vs W 


注释 : 与 图 4 注释 相同 
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7Y vs W 网 络 连 接 度 分 析 结 果 
Fig. 7 The result analysis of network connectivity in Y vs W 
由 图 7 中 可 以 看 出 ， 其 中 ATIGS6300, AT4G16146, AT4G04330 等 基因 连接 
度 较 高 。 在 Yvs W 芯片 中 ， 把 连接 度 最 高 的 基因 整理 汇总 见 表 4: 
d 4 基因 注释 


Table 4 Gene annotation 


基因 登录 号 基因 生物 学 功能 
At1g08890 sugar transporter family protein 
At1g56300 DNAJ heat shock N-terminal domain-containing protein 


AT1G13930 similar to nodulin-related [Arabidopsis thaliana]; similar to drought-induced protein SDi-6 - common 
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Sunflower (fragment) 
AT1G07440 Oxidoreductase 
At4g16146 "similar to unknown protein [Arabidopsis thaliana]; similar to negatively light-regulated protein, putative, 


expressed [Oryza sativa (japonica cultivar-group)]; contains InterPro domain Lg106-like; " 


At4g14270 Protein containing PAM2 motif which mediates interaction with the PABC domain of polyadenyl binding 
proteins. 
At1g21500 similar to conserved hypothetical protein [Medicago truncatula] 


"]-phosphatidylinositol-4-phosphate kinase, class IA 
complex|GO:0005943" 
AT4G04330 similar to unnamed protein product [Ostreococcus tauri] 


At5g12960 similar to unknown protein [Arabidopsis thaliana] 


2.5.2 Gene ontology 分 析 

在 GO 数据 库 中 包含 了 基因 参与 的 生物 过 程 , 基因 所 处 的 细胞 位 置 和 基因 发 
挥 的 分 子 功能 三 方面 的 功能 信息 , 并 将 概念 粗细 不 同 的 功能 概念 组 织 成 DAG( 有 
向 无 环 图 ) 的 结构 。 在 基因 表达 谱 分 析 中 ，GO 常用 于 提供 基因 功能 分 类 标签 和 
基因 功能 研究 的 背景 知识 。 
(1) 14 vs WT 依据 参与 的 生物 过 程 分 类 
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8 依据 参与 的 生物 过 程 分 类 结果 图 (14 vs WT) 
Fig. 8 The result of 14 vs WT according to classification of the participation in the biological process (14 vs 


WT) 


(2) 14 vs WT 依据 定位 分 类 
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图 9 依据 在 细胞 组 分 中 的 定位 分 类 结果 图 (14 vs WT) 


Fig. 9 The result of 14 vs WT according to the classification of the position in the cellular component (14 vs 
WT) 


(3) 14 vs WT 依据 生物 学 功能 分 类 
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10 依据 生物 学 功能 分 类 结果 图 (14 vs WT) 
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Fig. 10 The result of 14 vs WT according to the classification of its molecular biological function (14 vs WT) 


(4) Y vs W 依据 参与 的 生物 过 程 分 类 
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11 依据 参与 的 生物 过 程 分 类 结果 图 (Y vs W) 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


Fig. 11 The result of Y vs W according to classification of the participation in the biological process (Y vs W) 


(5) Y vs W 依据 定位 分 类 
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图 12 依据 在 细胞 组 分 中 的 定位 分 类 结果 图 (Y vs W) 


Fig. 12 The result of Y vs W according to the classification of position in the cellular component (Y vs W) 
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(6)Y vs W 依据 生物 学 功能 分 类 
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图 13 依据 生物 学 功能 分 类 结果 图 (Y vs W) 
Fig. 13 The result of Y vs W according to the classification of its molecular biological function (Y vs W) 

依据 参与 的 生物 过 程 分 类 ，Y vs W 与 14 vs WT 相 比 如 图 (8, 11) 所 示 ， 参 与 
蛋白 修饰 (protein modification progress) 的 差异 基因 百分比 由 12% 降 到 3%， 而 参 
与 光合 作用 (Photosynthesis) 的 差异 基因 百分比 由 1% 升 到 8%. 其它 生物 过 程 基 因 
表达 所 占 的 百分比 变化 不 明显 。 与 之 相对 应 的 上 调 及 下 调 差异 基因 的 表达 情况 
H: 参与 蛋白 修饰 (protein modification progress) 的 上 调 差异 基因 由 31 个 变 为 6， 
下 调 差异 基因 由 9 个 变 为 4 个 ; 参与 光合 作用 (Photosynthesis) 的 上 调 差异 基因 由 
2 个 变 为 0 个 ， 下 调 差异 基因 由 1 个 变 为 23 个 。 

依据 定位 分 类 ,YvsW 与 14 vs WT 相 比 如 图 (9, 12) 所 示 , 定位 在 质 体 (plastid) 
的 差异 基因 百分比 由 9% 升 到 33%， 质 体 包含 叶绿体 ， 有 色 体 和 和 白色 体 。 差 异 基 
因 在 其 他 器 官 的 定位 其 它 变 化 不 明显 。 与 之 相对 应 的 上 调 及 下 调 差异 基因 的 表达 
情况 为 : 定位 在 质 体 (plastid) 的 上 调 差异 基因 由 22 个 变 为 33， 下 调 差 异 基因 上 由 
24 个 变 为 94 个 。 


ChinaXiv& 


依据 生物 学 功能 分 类 , Y vs W 5i 14 vs WT 相 比如 图 (10, 13) 所 示 ， 有 转运 活 
性 (Transporter activity) 的 差异 基因 百分比 由 4% 升 到 8%， 有 催化 活性 (Catalytic 
activity) 的 差异 基因 百分比 由 32% 升 到 45%， 有 蛋白 结合 活性 (Protein binding) 
的 差异 基因 百分比 由 11% 升 到 17%。 其 它 生物 学 功能 差异 基因 表达 所 占 的 百 分 
比 变化 不 明显 。 与 之 相对 应 的 上 调 及 下 调 差异 基因 的 表达 情况 为 : 有 转运 活性 
(Transporter activity) 的 上 调 差 异 基因 由 15 个 变 为 8， 下 调 差 异 基因 由 11 个 变 为 
22 个 ; 有 催化 活性 (Catalytic activity) 的 上 调 差 异 基因 由 164 个 变 为 78 个， 下调 

异 基因 由 68 个 变 为 104 个 。 有 和 蛋白 结合 活性 (Protein binding) 上 调 差异 基因 由 

69 个 变 为 28 个 ， 下 调 差 异 基因 由 7 个 变 为 41 个。 
2.5.3 Pathway 分 析 

14 vs WT 差异 基因 集 : 与 GO 分 析 类 似 ,我 们 同样 将 差异 基因 使 用 KEGG API 
向 KEGG pathway 数据 库 映 射 。 共 找到 61 个 相关 的 pathway, 主要 涉及 淀粉 和 茂 
糖 的 代谢 ， 磷 酸 成 糖 途径 ， 糖 酵 解 及 糖 异 生 ， 植 物 激素 信号 转 导 〈9 个 基因 ) 等 
途径 。 

Y vs W 差异 基因 集 : 与 GO 分 析 类 似 , 我 们 同样 将 差异 基因 使 用 KEGG API 
向 KEGG pathway 数据 库 映 射 。 共 找到 58 个 相关 的 pathway， 主 要 涉及 植物 激素 
音 号 转 导 〈 共 20 个 基因 )， 光 合作 用 O2 个 基因 )， 叶 绿 素 代谢 ， 植 物 生 长 节律 
等 代谢 途径 
2.6 表达 谱 芯片 中 不 依赖 ABA 途径 基因 验证 
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14 表达 谱 芯片 中 野生 型 及 MaASR1 转基因 拟 南 芥 DREB2A 的 表达 


Fig. 14 The expression of DREB2A of expression profile microarray in wild-type and MaASRI 
transgenic lines 


DREB2A(DRE-BINDING PROTEIN 2A) 为 特异 识别 DRE/CRT 响应 元 件 的 转 
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录 因 子 , 它 受 干旱 和 盐 胁迫 诱导 表达 , 但 不 对 ABA 应 答 , 代表 一 条 不 依赖 于 ABA 
的 胁迫 应 答 途 径 (Sakuma et al., 20060)。 从 芒 片 中 得 到 该 胁迫 应 答 转录 因子 
DREB2A, 利用 real-time RT-PCR 检测 野生 型 及 MaASR1 转基因 拟 南 芥 干旱 处 理 
不 同时 间 内 及 在 不 做 任何 处 理 的 条 件 下 DREB2A 的 表达 变化 ， 来 进行 芯片 结果 
的 验证 。 
结果 如 图 14 所 示 , 在 未 受 干旱 胁迫 时 ，DREB2A 在 MaASRI 转基因 拟 南 芥 
的 基因 表达 量 高 于 野生 型 ， 表 达 量 是 野生 型 的 1.82 倍 ; 在 干旱 胁迫 2h 时 ， 
DREB2A 在 MaASR1 转基因 拟 南 芥 的 基因 表达 量 也 高 于 野生 型 ， 表 达 量 是 野生 
型 的 2.99 倍 ， 而 在 干旱 胁迫 6h 时 ，DREB2A 在 MaASRI 转基因 拟 南 芥 中 的 基 
因 表 达 量 则 低 于 野生 型 ， 表 达 量 是 转基因 型 的 1.93 倍 。 

在 受到 干旱 胁迫 时 ， 野 生 型 和 转基因 拟 南 芥 中 DREB2A 的 表达 量 随 着 胁迫 
程度 的 增加 而 大 幅 提 高 ，DREB2A 在 野生 型 和 转基因 拟 南 芥 中 的 基因 表达 量变 
化 趋势 一 致 。 在 干旱 胁迫 2h 和 6h 时 ，DREB2A 在 野生 型 拟 南 芥 中 的 表达 量 比 
未 受 胁迫 时 分 别提 高 了 3.23 和 34.88 fü; 在 转基因 型 中 分 别提 高 了 5.32 和 9.95 


E 


3 讨论 

干旱 可 以 引发 植物 大 范围 的 响应 ， 从 细胞 的 新 陈 代 谢 ,， 生长 率 到 作物 产量 的 
变化 。 了 解 植 物 对 干旱 胁迫 的 生化 和 分 子 响 应 对 研究 在 缺 水 条 件 下 植物 的 抗 逆 机 
制 至 关 重 要 。 植物 在 分 子 , 细胞 和 整个 植株 水 平 上 响应 和 适应 干旱 是 通过 激活 一 
系列 被 网 络 基因 控制 的 生理 生化 反应 。 植 物 在 干旱 胁迫 下 主要 的 分 子 响应 是 基因 
表达 的 改变 , 这 些 基因 根据 推测 的 功能 模式 分 为 两 大 类 PI。 第 一 组 包括 在 信号 级 
联 反应 和 转录 控制 方面 的 基因 , 如 植物 激素 , 蛋白 激酶 , 磷酸 酶 和 转录 因子 CTF), 
第 二 组 包含 的 是 保护 植物 细胞 免 受 外 界 胁迫 的 基因 ， 如 脱水 蛋白 ， 热 激 和 蛋白 
《HSPs)， 衰 老 相 关 基 因 ， 渗 透 保护 剂 ， 膜 保护 剂 ， 转 运 和 蛋白 和 抗 氧 化 剂 。 

对 表达 谱 芯 片 的 生物 信息 学 分 析 中 ， 依 据 参与 的 生物 过 程 分 类 《图 8, 11) 
发 现 ，Y vs W 与 14 vs WT 相 比 ， 参 与 光合 作用 的 相关 基因 明显 增多 ， 主 要 是 下 
调 基因 的 数量 明显 增多 。 植 物 光 合作 用 可 以 将 无 机 物质 二 氧化 碳 和 水 转化 为 有 机 
物 , 同时 将 太阳 光 能 转化 为 化 学 能 ， 是 地 球 上 最 重要 的 化 学 反应 , 也 是 绿色 植物 
最 为 敏感 的 生理 过 程 之 一 。 水 分 是 植物 通过 光合 作用 来 制造 有 机 物质 的 重要 原料 


之 一 , 作物 内 营养 物质 的 吸收 和 转运 都 离 不 开水 分 , 同时 水 分 是 植物 本 身 最 大 的 
组 成 部 分 , 它 给 植物 的 蒸腾 作用 用 以 调节 植株 的 整个 生理 过 程 。 水 分 胁迫 是 抑制 
植物 光合 作用 的 最 主要 的 环境 因素 之 一 ,水 分 胁迫 对 植物 生长 和 代谢 的 影响 是 多 
方面 的 , 但 对 光合 作用 的 影响 则 尤为 突出 和 重要 。 植物 对 水 分 亏 缺 的 最 初 是 通过 
减少 气孔 孔径 来 调节 气孔 的 开 度 , 使 气孔 开 度 减 小 , 气孔 的 阻力 就 会 相应 的 增 大 ， 
限制 了 植物 对 CO2 的 吸收 ， 致 使 光合 作用 减弱 。 这 样 就 可 以 降低 植物 的 蒸腾 作 
用 ， 从 而 减少 水 分 散失 以 达到 保水 的 目的 。 随 干旱 程度 的 增加 ， 非 气孔 性 限制 就 
会 发 挥 主要 作用 P11, 非 气 孔 性 限制 是 指 水 分 胁迫 造成 光合 酶 的 活性 降低 , 光 系 统 
I 和光 系 统 荆 的 活力 下 降 ， 叶 绿 体 的 结构 改变 ， 叶 绿 素 合成 的 速度 减 慢 ， 最 终 表 
现 为 光合 作用 的 下 降 P。 

表达 谱 芯 片 所 得 到 的 光合 作用 相关 基因 的 表达 情况 表明 ， 在 干旱 胁迫 条 件 
下 ，MaASR1 转基因 拟 南 芥 与 野生 型 相 比 ， 与 光合 作用 相关 的 光 系 统 ， 光 系统 
ILHCA1，LHCA4，LHCA6，PSAN，PSAK，PSAD2 等 ) 和 光 系 统 I(LHB1B1, 
LHB1B2, LHCB3, LHCB6 等 ) 基 因 的 表达 量 明显 下 降 ， 质 体 ( 主 要 是 叶绿体 ) 
(图 9,120 相关 基因 表达 量 显著 下 降 ， 还 有 RUBISCO 活化 酶 基因 的 表达 量 也 明 
显 下 降 ， 这 样 就 会 影响 最 初 的 光 能 转换 ， 电 子 传递 速率 下 降 ，CO2 同化 效率 降 
低 ， 最 终 导致 同化 产物 的 减少 。 光 合 速率 的 降低 可 以 降低 蒸腾 作用 以 保留 水 分 ， 
在 一 定 程度 上 提高 了 植物 的 抗旱 性 , 同时 造成 同化 产物 的 减少 , 也 就 相应 的 造成 
了 作物 产量 与 对 生 型 相 比 有 一 定 的 下 降 。 有 研究 表明 R31OsbZIP23 基因 的 过 量 表 
达 会 提高 水 稻 对 干旱 和 高 盐 的 耐 受 能 力 , 在 正常 情况 下 转基因 的 结实 率 与 野生 型 
相 比 却 降低 了 20%， 但 在 收 到 干旱 胁迫 时 ， 野 后 型 水 稻 的 结实 率 只 有 36% 左 右 ， 
而 转基因 型 水 稻 的 结实 率 却 保持 在 60% 以 上 , 差异 极 显著 。 这 说 明 植 物 抗 逆 性 的 
获得 通常 会 伴随 产量 的 少量 下 降 , 但 是 野生 型 在 受到 胁迫 时 产量 与 转基因 型 相 比 
却 大 幅 下 降 。 

依据 生物 信息 学 的 Pathway 分 析 可 以 看 出 ，Ma4SR7 基因 可 以 通过 调节 植物 
激素 主要 包括 ABA， 乙 烯 和 生长 素 等 相关 基因 的 表达 来 赋予 植物 抗旱 性 。 具 体 
如 何 通 过 调节 激素 相关 基因 的 表达 来 提高 植物 的 抗旱 性 , 还 需要 下 一 步 更 深入 的 
研究 。 

在 14 vs WT 芯片 链接 度 最 高 的 基因 中 就 有 2 个 锌 指 蛋 白 家 族 成 员 zinc finger 


(C3HC4-type RING finger) family protein 如 图 5， 表 3 tas, TE 14 vs WT 芯片 结 
果 中 有 8 个 C3HC4 型 锌 指 蛋 白 基 因 表达 上 调 ， 有 1 个 C3HC4 型 锌 指 和 蛋白 基因 
下 调 。 这 表明 香 态 MaASRI 基因 的 转 入 大 大 提高 了 C3HC4 型 锌 指 和 蛋白 基因 的 表 
达 水 平 。 说 明 其 可 以 通过 调控 C3HC4 型 锌 指 蛋 白 基 因 的 表达 水 平 来 赋予 植物 较 
强 的 耐 旱 能 力 。 具 体 的 调控 方式 还 有 待 进一步 的 研究 。 研 究 表 明 一 些 ASR 蛋白 
E] C3HC4 型 锌 指 蛋 白 一 样 包含 一 个 锌 指 DNA 结合 域 P0， 可 以 以 单 体 或 者 同 源 
二 育 体 的 形式 与 DNA 结合 来 发 挥 其 调控 作用 。MaASR1 和 C3HC4 型 锌 指 蛋 白 
都 是 作为 转录 因子 来 发 挥 作用 , 推测 它们 可 能 通过 蛋白 之 间 的 互 作 来 发 挥 其 调控 
作用 。 

锌 是 植物 必需 的 营养 元 素 , 锌 指 和 蛋白 是 因为 其 具有 指 状 结构 特征 并 且 能 够 结 
合 锌 离子 而 得 名 。 锌 的 存在 可 以 用 来 维持 锌 指 结 构 的 稳定 性 , 它 提供 了 一 个 由 不 
同 肽 序列 折 芭 形成 的 完美 的 螺旋 构象 , 锌 指 蛋 白 在 真 核 生物 的 基因 组 中 是 含量 最 
为 丰富 的 一 类 转录 因子 ,根据 转录 因子 中 两 种 氨基 酸 即 半 胱 氨 酸 (C) 和 组 氨 酸 (H) 
残 基 的 数目 和 位 置 , 可 以 将 含 锌 指 结构 域 的 转录 因子 划分 为 C2H2. C2C2. C3H. 
C3HC4 ( RING finger ) 和 C3HC5( LIM finger) 5 个 亚 类 25。 真 核 生物 中 基因 表达 
的 调控 是 分 子 生物 学 研究 的 热点 与 前 沿 ， 其 基因 调控 主要 实在 转录 水 平 上 来 进 
行 。 锌 指 蛋 白 作 为 转录 因子 来 调控 基因 的 转录 ， 锌 指 蛋 白 通过 与 生物 大 分 子 如 
DNA, RNA 结合 来 实现 其 对 基因 的 转录 调控 ， 或 者 通过 蛋白 之 间 的 互 作 来 直接 
调控 基因 转录 。 越 来 越 多 的 研究 表明 , 锌 指 蛋 白 在 调节 植物 防卫 基因 表达 和 抗 性 
反应 上 起 着 很 关键 的 作用 ，Sakamoto 等 2 发现 锌 指 蛋白 AZF2 和 STZ 在 干旱 、 
高 盐 、 冷 和 ABA 的 诱导 下 表达 显著 提高 ， 转 STZ 基因 的 拟 南 芥 与 野生 型 相 比 表 
现 出 较 强 的 抗 干旱 能 力 。 棉花 锌 指 蛋 白 GhZFP1 基因 的 过 量 表达 显著 提高 了 转 基 
因 烟 草 的 耐 盐 性 和 抗 病 性 P1。 吴 学 冯 等 2 研究 发 现 大 豆 C3HC4 型 锋 指 蛋白 基因 
GmRZFP1 除 受 ABA、 高 盐 、 和 干旱 及 低温 胁迫 诱导 表达 外 ,还 受 乙烯 、 高 温 的 诱 
S. 

DREB 代表 一 条 不 依赖 ABA 的 胁迫 应 答 途 径 ， 转 录 因 子 DREB2A 
( DEHYDRATION -RESPONSIVE ELEMENT BINDING PROTEIN2A) 可 以 与 顺 


式 作 用 元 件 dehydration -responsive element/C-repeat (DRE/CRT) 结合 参与 调控 拟 
南 芥 干旱 胁迫 应 答 基因 的 表达 ， 增 强 植 物 的 耐 旱 性 P9]。 在 培养 四 中 生长 15 天 的 


拟 南 芥 幼苗 在 干旱 胁迫 2h 时 ， 拟 南 芥 的 幼苗 叶片 还 未 发 生 卷曲 ， 而 在 干旱 胁迫 
6h 时 ， 拟 南 芥 的 幼苗 叶片 已 经 完全 卷曲 蓉 芒 ， 根 部 也 已 经 干燥 。 在 干旱 胁迫 2h 
条 件 下 ，DREB2A 在 MaASR1 转基因 拟 南 芥 株 系 中 的 表达 量 明 显 高 于 野生 型 。 
而 在 在 干旱 胁迫 6h 条 件 下 ，DREB2A 在 MaASRI 转基因 拟 南 芥 株 系 中 的 表达 
量 却 低 于 野生 型 。 这 一 结果 表明 ，MaASR1 的 转 入 不 只 提高 了 干旱 条 件 下 
DREB2A 的 表达 水 平 ， 并 且 在 拟 南 芥 还 未 出 现 明 显 的 干旱 胁迫 症状 时 促使 
DREB2A 对 干旱 胁迫 的 应 答 时 间 提 前 ， 说 明 MaASRI 可 能 是 通过 调控 不 依赖 
ABA 信和 号 通路 的 胁迫 信号 转 导 途径 来 调控 植物 的 抗旱 应 答 ， 进 而 赋予 植物 抗旱 
能 力 。 

综 上 所 述 ，Ma4SR1 基因 的 转 入 可 以 通过 影响 激素 ， 光 合作 用 ， 锌 指 蛋 白 及 
不 依赖 ABA 途径 的 DREB2A 等 相关 基因 的 表达 来 提高 拟 南 芥 的 抗旱 性 。 这 为 进 


一 步 解析 MaASRI 基因 作为 转录 因子 提高 植物 抗旱 能 力 的 分 子 机 制 莫 定 基础 。 
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Analysis of Banana MaASRI Gene Expression Profiles in Arabidopsis 


Under Drought Stress 
ZHANG Li-li! XU Bi-yu! LIU Ju-hua! JIA Cai-hong! ZHANG Jian-bin! JIN Zhi-qiang'? 
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and Genetic Resources of Tropical Crops, Ministry of Agriculture, Haikou 571101, China;) 
(2 Haikou Experimental Station, Chinese Academy of Tropical Agricultural Sciences/Hainan Provincial Key Laboratory for Genetics and 
Breeding of Banana, Haikou 570102, China) 

Abstract Drought is the most important environmental stress. MaASR/ gene of banana 
plays an important role in plant responding to stress. In order to further study the molecular 
mechanism of drought resistance for over expressing MaASRI gene in arabidopsis thaliana. DNA 
microarray was used to broad-spectrum screening the differentially expressed genes under natural 
and drought treatment in wild-type Arabidopsis thaliana and transgenic lines. The results of the 
DNA microarray were analyzed by bioinformatics and RT-PCR verification of the related genes. 
The results showed that when the wild-type Arabidopsis thaliana and transgenic lines were all 
without any treatment, there was a total of 747 differentially expressed genes, including 559 
up-regulated genes and 188 down-regulated genes. And when the wild-type Arabidopsis thaliana 
and transgenic lines were all drought-treated, there was a total of 653 differentially expressed 
genes, including 256 up-regulated genes and 397 down-regulated genes. MaASRI gene can 
increase the drought resistance of Arabidopsis thaliana by affecting the expression of hormone, 
photosynthesis, zinc finger Protein and DREB2A which involved in the ABA-independent 
pathway. And to lay the foundation for the molecular mechanism of MaASR! gene as a 
transcription factor to improve plant drought resistance. 

Key words MaASRI gene DNA microarray bioinformatics drought stress real-time 
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